. ATENT COOPERATION TREATY 



l/Ut3A/0Z775 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

{PCT Rule 61.2) 


To: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza z 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of marling (day/month/vear) 
16 July 1998 (16.07.98) 




tnternational application No. 

PCT/DE97/02776 


Applicant's or agent's file reference 
K 2478 


International filing date (day/month/year) 

26 November 1997 (26.11.97) 


Priority date (day/month/year) 

29 November 1996 (29.11.96) 


Applicant 

TEWES, Michael eta! 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X I in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

29 June 1998 (29.06.98) 

I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | 

□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WlPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


Jocelyne Rey-Millet 


1211 Geneva 20. Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



2139269 



Copy for the Elected Office (EO/US| 

TENT COOPERATION TRE Y 



PLT/DE97/U^77t) 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

CASTELL, Klaus 
Liermann - uasieii 
Schillingstrasse 335 
D-52355 Duren 
ALLEMAuNE 


Date of mailing (day/month/year) 
21 October 1998 (21.10.98) 


Applicant's or agent's file reference 
K 2478 


IMPORTANT NOTIFICATiON 


International application No. 
PCT/DE97/02776 


International filing date (day/month/year) 

26 November 1997 (26.11.97) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
I I the applicant | j the inventor 



the agent [ } the common representative 



Name and Address 

HUBER, Bernard 
Huber & Schussler 
Truderinger Strasse 246 
D-81825 Munchen 
Germany 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 

089 427 247 48 


Facsimile No. 

089 427 247 49 


Teteprtnter No. 


2. The internationat Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 

X the person j Xj the name X the address j the nationality |^ j the residence 


Name and Address 

CASTELL, Klaus 
Liermann - Castell 
Schillingstrasse 335 
D-52355 Duren 
Germany 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 
024 21-630 25 


Facsimile No. 
024 21-649 04 


Teleprinter No. 



3. Further observations, if necessary: 



4. A copy of this notification has been sent to: 
I X j the receiving Office 
I [ the International Searching Authority 
I I the International Preliminary Examining Authority 





Authorized officer 


The International Bureau of WlPO 


34, chemin des Colombettes 


G. Bahr 


1211 Geneva 20. Switzerland 


Facsimile No.: (41-22} 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 002293301 



I I the designated Offices concerned 
I X j the elected Offices concerned 
I I other: 



# 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 




Into .lonol Application No 

PCT/DE 97/02776 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 G01N21/64 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (dassillcation system lollowad byclassilication symbols) 

IPC 6 GOIN G02B 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUfMENTS CONSIOEREO TO BE RELEVANT 



Category " Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 94 16313 A (EVOTEC BIOSYSTEMS GMBH 
;RIGLER RUDOLF (DE); EIGEN MANFRED (DE); 
HE) 21 July 1994 

see page 25, paragraph 2 - page 27, 
paragraph 3 

see page 88, paragraph 2 - page 91, 
paragraph 2; claims 1,2; figure 25 

US 5 296 700 A (KUMAGAI SATORU) 22 March 
1994 

see column 4, line 30 - column 5, line 33; 
figure 1 

-/- 



1,4.5,7, 
9,10,14, 
17-21 



1.4,5.7, 
10,18 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



El 



Patent family members are listed in annex. 



" Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E' earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L* document which may throw doubts on priority dalm(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

-P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



'T' later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an Inventive step when the document is taken alone 

'Y" document of panicular relevance; the claimed Invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in this ail. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



23 March 1998 



Date of mailing of the international search report 



06/04/1998 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5618 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswtjk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



label lion, M 



Fotm PCT/ISA/210 (sacond shssi} (July taS2> 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inte .ion*l Apptlcatlon No 

PCT/DE 97/^Z77^ 



C.(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONStDEREO TO BE RELEVANT 


Category 


Citation of (locumant, with Indication, ^Mh9F9 appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 



P,A 



VOLCKER M ET AL: "MIKROSKOPGESTUTZTE 

FLUORESZENZ-PHOTONEN-KORRELATION" 

TECHNISCHES MESSEN TM, 

vol . 63, no. 4, 1 April 1996. 

pages 128-135, XP000584186 

see figure 6 

SCHNEIDER J ET AL: "IMPROVED FLUORESCENCE 
CORRELATION APPARATUS FOR PRECISE 
MEASUREMENTS OF CORRELATION FUNCTIONS" 
REVIEW OF SCIENTIFIC INSTRUMENTS, 
vol. 59, no, 4, April 1988, 
pages 588-590, XP002059916 
see figure 1 

EP 0 731 371 A (PERKIN ELMER LTD) 11 
September 1996 , 

see column 3, line 13 - line 49; figure 1 

SCHWILLE P ET AL: "DUAL-COLOR 
FLUORESCENCE CROSS-CORRELATION 
SPECTROSCOPY FOR MULTICOMPONENT 
DIFFUSIONAL ANALYSIS IN SOLUTION" 
BIOPHYSICAL JOURNAL, 
vol. 72, no. 4, April 1997. 
pages 1878-1886, XP002059917 
see figures 2,3 

THOMPSON N L: "FLUORESCENCE CORRELATION 
SPECTROSCOPY" 

TOPICS IN FLUORESCENCE SPECTROSCOPY, 
vol. 1. 1991, 

pages 337-378. XP000195640 



1.15 



1,15 



1,4,5.7, 

9,14. 

17-21 



1 



Form PCT/I3AaiO <continuallon ot saeond shast) <July 1992) 
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INTERNAXroNAL SEARCH REPORT 

Information on patent tamity member* 



Intet ..inftl Application No 

PCT/OE 97/02776 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 9416313 A 



US 5296700 A 
EP 0731371 A 



21-07-94 



DE 4301005 A 
AU 5884394 A 
EP 0679251 A 



22-03-94 
11-09-96 



JP 5072481 A 
JP 8286114 A 



21-07-94 
15-08-94 
02-11-95 



26-03-93 
01-11-96 



Foim PCT/tSAffilO (pal«nt fsmly smax) <Ji4y 1982) 



VERTRAG UBER 



E INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUN GsWiFffcHT 

(Artikel 36 unci Regel 70 PCT) 



REC'D 0 3 AUG 1998 



PCT 



AktenzQichen des Anmelders oder Anwalts 
K 2478- sch/msl 


la/ciTPPP^ V/mapPUPM siehe Mitteilung iiber die Obersendung des 'mtemationai&n 
wci 1 cnuo vunucncn v^riaufigen Prufungsbehchts {Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE97/02776 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
26/11/1997 


Priority date (Tag/Monat/Jahr) 
29/11/1996 



Internationale Patentktassifikation (IPK) oder nattonale Klassifikad'on und IPK 
G01N21/64 



Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM .... et al. 



1 . Dieser internationale vorlauf ige PrOfungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behdrde erstellt ur^d wtrd dem Anmelder gema3 Artikel 36 Ubernnittelt. 



2. Dieser BE RIGHT umfa3t insgesamt 4 Blatter eInschlieBlich dieses Deckblatts. 



□ AuRerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handett es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zetehnungen, die geSndert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Bllltter mit vor dieser Behbrde 
vorgenommenen Berichtigungen {siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthSlt Angaben zu folgenden Punkten: 



1 




Grundlage des Berichts 


11 


□ 


Priority 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuhelt, erflnderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Ertindung 


V 


IS 


BegrCjndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinslchtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 


VI 


D 


Bestimmte angefiihrte Unterlagen 


VII 




Bestlmmte Mangel der Internatlonaten Anmeldung 


Vltl 


□ 


Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
29/06/1998 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 


Name und Postanschrift der mit der Intemationalen vorlaufigen 
PrOfung beauftragten 6eh6rde 

FijropSi<schos Patontamt 
0-80298 Miinchen 
^/ Tel. (+49-89) 2399-0. Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^/'^S^^^x 
Stussi, E (( ^ )) 

Telefon (449-89) 2399-2265 ^-^S^S:^ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) {Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/02776 

I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde ersteltt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.). 

Beschreibung, Serten: 

1-15 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1-21 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/3-3/3 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefailen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-21 

Nein: Anspruche 

Ertinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-21 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -21 

Nein: Anspruche 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1)(Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/02776 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daO die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder 1-Vlll. Blatt2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/02776 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Kommentare zum Teil V 

Aufgabe der Erfindung ist ein vorhandenes Mikroskop tauglich fur 
Fiuoreszenzkorrelationsspektroskopie zu machen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Modul gelost, das zwischen einer Lichtquelle und einem 
optischen AnschluR des Mikroskops eingesetzt wird, und das eine Pinholeanordnung 
und einen Elnkoppelungsanschlu3 aufweist, die an einem gemeinsamen Tragerkorper 
angeordnet sind (Ansprucin 1). 

Vorteiie der Erfindung sind: ein vorhandenes Mikroskop kann mit kleinem Aufwand fur 
Fiuoreszenzkorreationsspektroskopie geeignet gemacht werden, und -durch die 
gemeinsame Anordnung von Pinholeanordnung und EinkoppetungsanschluB- werden 
Dejustierungen des Strahlenganges wegen thermischer Ausdehnung vermieden. 

Ein solches Modul ist aus keinem der im Recherchenberlcht zitierten Dokumente 
bekannt. 

Alle zitlerte Dokumente (auBer EP-A-0 731 371, das eine Computer-gesteuerte 
Kontrolle fur ein Mikroskop beschreibt) offenbaren namlich Fluoreszenzkorrelations- 
messgerate, in denen die Fluoreszenzkorrelationsoptik in dem Mikroskop schon 
integriert ist. 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 ist daher neu und erfinderisch (Art. 33 (1), (2) und 
(3) PCT). 

Die Anspruche 2-21 sind vom Anspruch 1 abhangig und erfullen damit ebenfalls die 
Erfordernisse des PCT In bezug auf Neuhelt und erfinderische Tatigkeit. 



Kommentare zum Teil VII 

Ein Dokument, das den auf Seite 1 beschriebenen Stand der Technik widerspiegelt. 
wurde in der Beschreibung nicht angegeben (Regel 5.1 a) ii) PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) {EPA- April 1997) 



SERB 



VERTRAG eiMR DIE INTERNATIONALE ZUSA^HEN ARBEIT 
AlJF DEM GEBIET DES PATENTWESEi 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
K 2478 


WEITERES siGhe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Rer;herchenberichts (Formblatt PCT/lSA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachftehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 97/02776 


Internationales Anmeldedaturn 
(Tag/Monat/Jahr) 

26/1 1/1997 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

29/11/1996 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM . . , . et al , 



Dieser internationale Recherche nbericht wurde von der Inte'rnationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemSR 
Artiket 18 ubermittett. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaf3t insgesamt 3 



Blatter. 



1^ Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Bestimmte Anspriiche haben sich als nichtrechei-ehierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung(siehe Feld II). 

3. In der internationalen Anmeidurvg ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die internationale 
Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

I 1 das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

I I das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

I I dem jedoch keine Erkiarung beigefugt war, daO der Inhalt des Protokolls nicht iiber den 

Oftenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

I I das von der internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemMRe Form ubertragen wurde. 

4. Hjnsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der BehOrde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y1 wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

I I wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld ill angegebenen Fassung von dieser Beh6rde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbeh6rde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherche nberichts eine Stetlungnahme vortegen. 



6. Folgende Abbtldung der Zetchnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentlichen: 

Abb. Nr. 1 \^ wie vom Anmelder vorgeschlagen | | keine der Abb. 

[ j well der Anmelder selbst keine Abbtldung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



INTERNATIONALER F 



ERCHENBERICHT 



Interr^^Bjes AKtenzeichen 



A. KLASS)F1Z)ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 G01N21/64 



Nach der Internationalen Patent klass if ikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und derlPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



RecherchiQrter Mlndastpriifstoff (Klassifikationssystenn und Klassifikationssymbola ) 

IPK 6 GOIN G02B 



Recharchiarte aber nicht zum Mindestprufstoffgehorende Veroffentllchungen, soweit dieseunter die recherchierten Gebiete fallen 



Walnrand der internationalen Recherche konsultierte elektronischo Datsnbank (Name der Datenbank und evtl. varwandete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katagorie" Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit arforderlich unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 94 16313 A (EVOTEC BIOSYSTEMS GMBH 
;RIGLER RUDOLF (DE); EIGEN MANFRED (DE); 
HE) 21.JU11 1994 

siehe Seite 25, Absatz 2 - Seite 27, 
Absatz 3 

siehG Seite 88, Absatz 2 - Seite 91, 
Absatz 2; Anspriiche 1,2; Abbildung 25 

US 5 296 700 A (KUMAGAI SATORU) 22.Marz 
1994 

siehe Spalte 4, Zeile 30 - SpaUe 5, Zeile 
33; Abbildung 1 

-/-- 



1,4,5,7, 
9,10,14, 
17-21 



1,4,5,7, 
10,18 



Weitere Veroffentlichungen sind derFortsetzungvon Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe An hang Patentfamilie 



" Besondere Kategorlen von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgen^ieinen Stand der Tachnik definiert, 
aber nicht al3 besondera bedeutsam anzusehen ist 

"E" diteres Dokument, das jadoch arst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentllcht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geoignet ist. ©inen Priorrtatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das VerOffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten VerSffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf eine mundlteho Offenbanjng, 

eine Benutzung, eine Au&stellung oderandere Ma3nahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vordem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdaturn veroffentllcht worden Ist 



'T" Spatera Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentllcht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidlert, sondern nur zum VerstSndnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroflentlichung von besonderer Bedeutung; die beansptuchte Erfindung 
kann allein aufgaind dieser Veroffentlichung nicht a Is neu oder auf 
erfinderischer TSfigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Verbff antlichung von bosonderer Bedeutung; dia beanspruchto Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischerTatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehraren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategoria in Verbindung gebracht wtrd und 
diesa Verbindung fOreinen Fachmann naheliegend ist 

"&" Var6f1entfichung, die MItglied dersalben Patentfamilie Ist 



Datum des Abschlu&ses der internationalen Recherche 



23.Marz 1998 



>M3sendedatum des internationalen Recharchenberichts 



06/04/1998 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbeh6rde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel, (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Tabellion, M 



Fomnblatt PCT/ISA/21 0 (Blatt Z) (Jull 1 992) 
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INTERNATIONALER 



ERCHENBERICHT 



lies Aktenzeichen 



PCTTDE 91/^211^ 



C.(Fortsetzung> ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie" 


Bezeichnung der Veroffentlichung, sowait erforderlich untar Angabe der in Betracht kommanden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 



VOLCKER M ET AL: "MIKROSKOPGESTUTZTE 

FLUORESZENZ-PHOTONEN-KORRELATION" 

TECHNISCHES MESSEN TM, 

Bd. 63, Nr. 4, I.April 1996, 

Seiten 128-135, XP000584186 

siehe Abblldung 6 

SCHNEIDER J ET AL: "IMPROVED FLUORESCENCE 
CORRELATION APPARATUS FOR PRECISE 
MEASUREMENTS OF CORRELATION FUNCTIONS" 
REVIEW OF SCIENTIFIC INSTRUMENTS, 
Bd. 59, Nr. 4, April 1988, 
Seiten 588-590, XP002059916 
siehe Abbi Idung 1 



1.15 



1,15 



EP 0 731 371 
11 .September 
siehe Spalte 
Abbi Idung 1 



A (PERKIN ELMER LTD) 
1996 

3, Zelle 13 - Zeile 49; 



P,A 



SCHWILLE P ET AL: "DUAL-COLOR 
FLUORESCENCE CROSS-CORRELATION 
SPECTROSCOPY FOR MULTICOMPONENT 
DIFFUSIONAL ANALYSIS IN SOLUTION" 
BIOPHYSICAL JOURNAL, 
Bd. 72, Nr. 4, April 1997, 
Seiten 1878-1886, XP002059917 
siehe Abbildungen 2,3 

THOMPSON N L: "FLUORESCENCE CORRELATION 
SPECTROSCOPY" 

TOPICS IN FLUORESCENCE SPECTROSCOPY, 
Bd. 1, 1991, 

Seiten 337-378, XP000195640 



1,4,5,7, 

9,14, 

17-21 



1 



FoimWatt PCT/ISA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 2) (Jul! 1 992) 
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INTER^^ONAL SEARCH REPORT 
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(57) Abstract 

A module (1) is proposed for attaching to a microscope (3), by means of which the microscope can be used as a fluorescence 
correlation spectroscopy, 

(57) Zusammenfossung 



Es wtrd ein Modul (t) zur Anordnung an einem Mikroskop (3) vorgeschlagen, mittels dessen das Mikroskop zur Fluoreszenzkorre- 
lationsspektroskopie verwendet werden kann. 
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Fluoreszenzkorrelationsspektr skopiemodul fur ein Mikroskop 

Die vorliegende Erf indung betrifft ein Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul 
fur ein Mikroskop gemaS dem Oberbegriff des Anspruches 1 . Die Erfindung 
betrifft auch ein mit einem solchen Modul ausgeriistetes Mikroskop gemafS dem 
Anspruch 18 und deren Verwendung. 

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) ist eine Technologie zum Studi- 
urn und zur Untersuchung molekularer dynamischer Vorgange. Hierzu warden 
sich in Losungen befindende Partikel mit zur Fluoreszenz fahigen Farbstoffen 
dotiert und diese Farbstoffe dann uber Licht bestimmter Welienlange angeregt, 
Llchtquanten zu emittieren, die iiber Detektoren erfaRt und ausgewertet werden 
konnen. Uber eine konfokale Plnholeanordnung wird dabei dafur gesorgt, dali 
jewetls nur aus der Brennpunktsebene eines Mikroskopes stamnnende Licht- 
quanten zu den Detektoren getangen und somit zur Auswertung zur Verfiigung 
stehen. 

Bekannte Vorrichtungen zur Fluoreszenzkorrelaticnsspektroskopie bestehen aus 
einem Mikroskop mit einer im Mikroskop integrierten optischen Anordnung. Das 
Anregungslicht wird von einem Laser zur Verfiigung gestellt. Das Laseriicht wird 
uber eine Ablenkungsoptik auf das Objektiv und die zu untersuchende Probe 
gelenkt. Aufgrund des konstruktiven Aufbaus einer solchen bekannten Vor- 
richtung derart, daR die Pinholeanordnung raumllch welt von dem Ort der Ein- 
koppelung des Anregungslichtes in das Mikroskop entfernt ist, weist diese 
bekannte Vorrichtung den erheblichen Nachteil auf, dafi oftmals nachjustiert 
werden muf^, um die konfokale Ausrichtung des Strahlenganges beizubehatten, 
was beispielsweise bei Messreihen von gro&em Nachteil ist. 



Dieser Nachteil liegt unter anderem darin begrundet, daR es bei diesem bekann- 
ten Gerat naturgemaR zu thermisch bedingten Ausdehnungen kommt, was 
insbesondere bei den angesprochenen Messreihen zu erheblichen Problemen 
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fiihrt, insbesond re hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Eine 
Ursache dieses Problemes liegt in dem groRen raumlichen Abstand zwischen der 
Einkoppelung und der Pinholeanordnung, so dafS die thermische Ausdehnung zu 
einer Dejustage der Optik fuhrt. Ein weiterer Nachteil dieser bekannten Vor- 
richtung liegt darin, daft sie nur integral verfugbar ist, d.h. mit im Mtkroskop 
integrierter Optik. Aufgrund dieser Integration ist das bekannte Gerat aber mit 
hohen Kosten bei der Hersteflung verbunden. Diese Konstruktionsform ver- 
bunden mit dem groften Abstand zwischen Einkoppelung und Pinhole sorgt auch 
dafur, daft Schwingungen beispielsweise am Probentlsch zu einer Dejustage des 
Strahlenganges fiihren, da die komplette Einheit aus Mikroskop plus Optik zu 
Schwingungen angeregt wird, die uber den Gehausekorperdes Mikroskopes auf 
die Optik verstarkend ubertragen werden. Dies fuhrt wiederum dazu, daft die 
Ergebnisse von Messreihen schlecht reproduziert werden konnen. 

Bei der Technik der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie wird vom optischen 
System eines Mikroskopes Gebrauch gemacht. Ein solches Mikroskop, beispiels- 
weise ein Forschungsmikroskop, ist bei vielen Benutzern, fur die die Anwendung 
der vorstehend genannten Technik in Frage kommt, bereits vorhanden. 

Der vorliegenden Erf indung liegt ausgehend hiervon daher die Aufgabe zugrunde, 
ein solches bereits vorhandenes Mikroskop durch die Schaffung eines FCS- 
Modutes zur Fluoreszenzkorreiationsspektroskopietauglich zu machen und dabei 
gleichzeitig fur eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von Messungen zu 
sorgen. Auch soil ein Mikroskop mit einem Fluoreszenzkorrelattonsspektroskopie- 
modul geschaffen werden. 

Die Erfindung welst zur Losung dieser Aufgabe hinsichtlich des Modules die im 
Anspruch 1 angegebenen Merkmale auf. Vorteilhafte Ausgestaltung hiervon sind 
in den weiteren Anspruchen beschrieben. Das zu schaffende Mikroskop weist 
die Merkmale nach Anspruch 18 auf. Verwendungen hiervon sind in den An- 
spruchen 19 bis 21 angegeben. 
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Die Erfindung geht von dem wesentlichen Gedanken aus, dad bei vielen Benut- 
zern, fur die die Fluoreszenzkorrelationssp ktroskopie in Frage kommt, ein 
vorzugsweise inverses MIkroskop fur die Zwecke der Forschung oder dergleichen 
ohnehin schon vorhanden ist. Diese bekannten Mikroskope sind jedoch nicht fur 
die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopieverwendbar. Gleichzeitig besitzen diese 
Benutzer oftmais einen fur andere Messungen eingesetzten Laser, der Licht von 
bekannten Wellenlangen aussendet. 

Die Erfindung schafft nun ein Modul, nnit dem es moglich wird, vorhandene 
Mikroskope zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie einzusetzen und dariiber 
hinaus die so geschaffene Anordnung fur Messreihen mit hoher Reproduzier- 
barkeit der gewonnenen Ergebnisse tauglich zu machen. 

ErfindungsgemafS Ist daher ein Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiennodul zur 
Anordnung an einem optischen AnschluSeines Mikroskopes mit einem AnschlufS 
zur Einkoppelung des Anregungslichtes und einer Pinholeanordnung vorgesehen, 
bei dem der EInkoppelungsanschlulSund die Pinhoieanordnung an einem gemein- 
samen Tragerkorper angeordnet sind. 

Am Einkoppelungsanschlurs kann das Anregungslicht uber einen LichtweHenlei- 
ter, vorzugsweise erne einmodale Lichtleitfaser in das Modul eingekoppelt 
werden, wobei das Anregungslicht einem Lasersender entstammt, der Anre- 
gungslicht von einer oder mehreren Wellenlangen abgibt. Der Einkoppelungs- 
anschluR und die Pinhoieanordnung sind dabei raumlich dicht am gemeinsamen 
Tragerkorper, der steif ausgebildet ist, angeordnet, so dad eine thermische 
Ausdehnung des Tragerkorpers nicht dazu fuhren kann, da(i ein justierter Strah- 
lengang dejustiert wird. 

Das Modul weist nur wenige optische Elemente auf, so dafi aufgrund einer 
Vielzahl solcher optischer Elemente Oblicherweise auftretende optische Vertuste 
vermieden oder reduziert werden konnen, wodurch auch durch solche optische 
Elemente verursachte Fehier im Strahlengang g ring g halten werden konnen. 
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Das Modul kann an einem optischen AnschluB ernes Mikroskopes angeflanscht 
warden, wobei sich hierzu ein optischer Eingang und/oder Ausgang des Mikro- 
skopes eignet. Zur Forschung eingesetzte Mikroskope besitzen ublicherweise 
solche Anschlusse, die zum Anschtuft von elektronischen Kameras, beispiels- 
weise CCD Kameras vorgesehen sind. An einem solchen AnschluRkann auf das 
Zwischenbiid des Mikroskopes zugegriffen werden, so daft auch die Moglichkeit 
besteht, von auften Licht uber diesen AnschluR in das Mikroskop einzukoppein, 
welches uber das Objektiv auf das Probevolumen geieitet werden kann. in 
diesem Probevolumen befinden sich die mit zur Fluoreszenz geeigneten Farb- 
stoffen dotierten Partikel, die uber das eingekoppeite Anregungsiicht zur Fluo- 
reszenz angeregt werden. Die so emittierten Lichtquanten werden uber die Optik 
des Mikroskopes dem optischen Anschluft wieder zugefuhrt, und gelangen 
hieruber in den Tragerkorper und die Pinholeanordnung. 

Erfindungsgemaft ist im Strahlengang nach dem Einkoppeiungsanschlufi des 
Tragerkorpers ein Kollimator zur Erzeugung eines parallefen LIchtstrahtes am 
Tragerkorper angeordnet. 

Im Strahlengang nach dem Kollimator Ist am Tragerkorper eine einstellbare 
Ltnsenanordnung zur zum Pinhole konfokaten Fokussierung des Strahlenganges 
vorgesehen. Durch diese Linsenanordnung wird die Lichtquelle (Ende der Licht- 
leitfaser) mit der Pinholeanordnung in der Bildebene des Mikroskopes zur Dek- 
kung gebracht. Uber eine Einstellvorrichtung, wie beispielsweise Mikrometer- 
schrauben oder einen Schrittmotor kann die Linsenanordnung in alien Raumrich- 
tungen eingestellt werden. 

Im Strahlengang vor der Einkoppelung des Anregungslichtes in das Mikroskop 
kann eine Filteranordnung und ein dichroitischer Strahlenteiler vorgesehen sein. 
Der vorzugsweise schmalbandige Filter sorgt dafur, daS Anregungsiicht nur von 
selektierten Wellenlangen zum Probevolumen am Objekttrager des Mikroskopes 
gelangt, und zwar uber den dichroitischen Strahlenteil r. 
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GemalS der Erfindung ist es dabei vorgesehen, dalS die Filteranordnung und der 
Strahlenteiter auf einem gemeinsamen Aufnahmehalter angeordnet sind, der in 
den Tragerkorper entnehmbar insetzbar ist. Unter dem Aufnahmehalter ist dabei 
ein Halter zu verstehen, an dem Filter und Strahlenteiler mit den fur den einzei- 
nen Anwendungsfall gewunschten spezifischen optischen Eigenschaften vorher 
montiert werden konnen, so dafi der Aufnahmehalter zusammen mit den ge- 
nannten optischen Bauteilen dann als Einheit in den TrSgerkorper eingesetzt 
werden kann, Hierdurch wird nicht nur eine lelcht zu bedienende Anordnung ge- 
schaffen, da entsprechende Halter mit vorher montierten optischen Elementen 
mit jeweils spezifischen Eigenschaften, wie beispielsweise Frequenzsefektion, zu 
verschiedenen Zwecken bereit gehalten werden konnen, sondern auch dem 
Erfordernis der raumlich dichten Anordnung Rechnung getragen. 

In Weiterbildung der Erfindung ist im Emissionsstrahlengang hinter dem Pinhole 
mindestens eine Optikeinheit mit einem dichroitischen Strahlenteiler oder einem 
Spiegel vorgesehen. Diese Optikeinheit sorgt im Falle des dichroitischen Strah- 
lenteilers dafur, dali bei einer entsprechenden frequenzselektiven Eigenschaft 
des Strahlenteilers ein Spektrum der Emissionsstrahlung in Richtung auf einen 
Detektor aus der Emissionsstrahlung ausgekoppelt werden kann, eine andere 
Farbe aus der Emissionsstrahlung durch den Strahlenteiler aber weitgehend 
unbeeinfluSt hindurch treten kann, um auf einen Spiegel einer im Strahlengang 
der Emissionsstrahlung hinter der genannten ersten Optikeinheit- angeordneten 
zweiten Optikeinheit zu treffen, von wo aus diese Farbe auf einen der zweiten 
Optikeinheit zugeordneten zweiten Detektor zur Erkennung von emittierten 
Lichtquanten der zweiten Welienlange trifft. Diese Anordnung ist insbesondere 
zur Kreuzkorrelation mit zwei Farbkanalen von groftem Vorteil, mit der Wechsel- 
beziehungen verschieden farbig dotierter Partikel in der Losung untersucht 
werden konnen. 

Die mindestens eine Optikeinheit ist in vorteilhafter Weise an einem Aufnahme- 
halter angeordnet, der in den Tragerkorper entnehmbar einsetzbar ist. in vor- 
teilhafter Weise sind an dem Aufnahmehalter einander gegenuberiiegend paar- 
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weise Kombinationen aus Filter und Strahlenteiler vorgesehen, so daQ> ub r ein 
H rausnehmen des Aufnahmehalters aus dem Tragerkorper und ein unn 180° 
gedrehtes Wiedereinsetzen des Aufnahmehalters in den Tragerkorper schnell 
eine Frequenzselektion hinsichtlich der Emissionsstrahlung moglich ist. 

Der an der Optikeinheit vorgesehene Filter ist zur Selektion der Detektionswellen- 
langen vorgesehen, d.h. zur Selektion der fur die Untersuchung gewunschten 
Spektren der Emissionsstrahlung, so dalS uber mehrere hintereinander im Emis- 
sionsstrahlengang angeordnete Optikeinheiten mit Kombinationen aus Filter, 
Strahlteiler und Spiegel beziehungsweise beiiebige Unterkombinationen dieser 
Bauteile mehrere Emissionsspektren der Fluoreszenzstrahlung untersucht und 
miteinander in eine korrelative Beziehung gebracht und entsprechend ausgewer- 
tet werden konnen. 

So ist es beispielsweise moglich, uber drei hintereinander im Emissionsstrahlen- 
gang liegende Optikeinheiten mit den genannten optischen Bauteilen drei Farben 
(unterschiedliche Welleniangen des Emissionsspektrums) gleichzeittg zur ge- 
wunschten Untersuchung zu verwenden, so dafiin diesem Fall zwei Optikeinhei- 
ten mit Kombinationen aus dichroitischer Strahlteiler und Filter gefolgt von einer 
Kombination aus Spiegel und Filter hintereinander im Emissionsstrahlengang auf 
Aufnahmehaltern im Tragerkorper angeordnet zum Einsatz kommen. Hierdurch 
konnen die von den jeweiligen Detektoren einzein gezahlten frequenzselektierten 
Impulse zur kreuzkorrelierten Auswertung verwendet werden. 

im Emissionsstrahlengang vor dem jeweiligen Detektor kann dabei eine Linsen- 
anordnung zur Fokussierung des Emissionlichtes auf den empfindlichen Bereich 
des Detektors vorgesehen sein. 

Das erfindungsgemalie Modul ist dabei derart ausgebildet, daS eine Justlerung 
der wenigen optischen Bauteile jederzelt sichergestellt ist. Zu diesem Zweck ist 
der Tragerkorper zur Aufnahm der Aufnahmehalter mit den optischen Baut ilen 
mit Formflachen versehen, an denen die mit komplementaren Formflachen 
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V rsehenen Aufnahmehalter am Tragerkorper im Strahlengang ausgerichtet 
festgeiegt werden konnen. Diese Formfiachen haben eine zentrierende Funktion, 
so da(i die einmal am Auinahmehalter zum Strahlengang der Emissionsstrahlung 
ausgerichtet angeordneten opttschen Elemente auch beim Herausnehmen der 
Aufnahmehalter aus den Vertiefungen des Tragerkorpers und dem erneuten 
Einsetzen der Aufnahmehalter in den Tragerkorper ausgerichtet bleiben. Dies ist 
beispieisweise dann von Vorteii, wenn eine Kombination aus Filter und dichroitt- 
schem Strahlenteller durch eine andere entsprechende Kombination ausgewech- 
selt werden soil, die am gleichen Aufnahmehalter. lediglich der anderen Kom- 
bination gegenubertiegend angeordnet ist. Hierzu ist es nur erforderlich, den 
Aufnahmehalter vom Tragerkorper abzunehmen, ihn um 180° zu drehen und 
dann wieder in die Vertiefung des Tragerkorpers einzusetzen, wobei die am 
Tragerkorperund am Aufnahmehalter vorgesehenen Formfiachen, beispieisweise 
Konusftachen dann dafiir sorgen, daf^ die neue Kombination aus Filter und 
dichroltischem Spiegel im Strahlengang ausgerichtet angeordnet ist, so dafl ohne 
neue Justierung sofort wieder mit einer Messung fortgefahren werden kann. 

Der Tragerkorper kann aus einem metallischen Werkstoff einstuckig ausgebildet 
sein und einen Anschluliflansch zur Anordnung des Tragerkorpers am Anschlufi 
des MIkroskopes aufweisen. Hierzu ist es beispieisweise mogtich, den Tragerkor- 
per aus Aluminium mittels einer CNC gesteuerten Werkzeugmaschine zu ferti- 
gen. 

Das Laserlicht kann in das Modul uber eine Monomodelichtleitfaser eingekoppelt 
werden. Hinter dem Flansch zum AnschluS der Lichtleitfaser befindet sich der 
Kollimator zur paraltelen Ausrichtung des Lichtstrahles. Der Durchmesser dieses 
Strahles bestimmt den Anteil der Apertur, die zur Ausleuchtung der Probe 
verwendet wird. Der Kollimator muS daher auf die numerische Apertur der 
Lichtleitfaser abgestimmt sein. 

Mittels eines mit dem erfindungsgemaf^en Modul ausgestatteten Mikroskbpes ist 
es moglich, Diffusionskoeffizienten zu bestimmen. Aufgrund der Moglichkeit der 
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gleichzeitigen Gewinnung von Fluoreszenzsignalen unterschiedlicher Spektralbe- 
reiche uber zwei oder mehrere hintereinander angeordnete Optikeinheiten mit 
entsprechend n optischen Bauteilen ist es moglich, diese Signale zur Kreuzkorre- 
lation heranzuziehen und somit Wechselwirkungen verschiedener im Probevolu- 
men befindiicher Molekule zu untersuchen. Auch ist es moglich, liierdurch 
Rotationsdiffusionskoeffizienten zu bestimmen, indem die Emisslonsstrahlung 
mit zwei Optikeinheiten zu gieichen Teilen auf zwei Detektoren aufgeteilt wird 
und wieder die Kreuzkorrelationsfunktion gebildet wird, so dafl sehr kleine 
Diffusionszeiten gemessen werden konnen. Hierzu erforderliche Polarisatoren 
konnen in die Aufnahmehalter integriert werden. 

Mit dem erfindungsgemaf^en Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul ist es 
moglich, vorhandene Mikroskope so nachzurusten, dafS damit unter Zuhilfen- 
ahme eines Lasers und einer ubfichen Laborausstattung in der Form eines Aus- 
werterechners mit einer Korrelatorkarte Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie 
betrieben werden kann. Zudem ist es moglich, Kreuzkorrelationsbestimmungen 
durchzufiihren. Neben dem Merkmal der kostengunstigen Nachrustung vorhan- 
dener Mikroskope wird durch die raumlich kompakte Einheit des Modules eine 
gute Reproduzierbarkeit der gewonnenen Ergebnisse durch den Wegfall der 
Notwendigkeit der Nachjustierung der optischen Elemente erreicht. Aufgrund der 
nur geringen Zahl optischer Bauteile werden optische Verluste und Abbil- 
dungsfehler minimiert. Das Modul kann an ein vorhandenes Mikroskop ange- 
flanscht werden und besitzt neben dem Mikroskop alle zur Fluoreszenzkorrela- 
tionsspektroskopie benotigten optischen Bauteile in dicht gepackter Form. 
Hierdurch entf allt die Notwendigkeit der standigen Nachjustierung dieser Bautei- 
le. Der Tragerkdrper zur Aufnahme der optischen Bauteile kann mittels nume- 
risch gesteuerter Werkzeugmaschinen kostengunstig hergestellt werden. Die 
optischen Bauteile werden von Aufnahmehaltern aufgenommen, die vormontiert 
werden konnen und nur mehr in den Tragerkorper eingesetzt werden mussen. 
Aufgrund der an den Aufnahmehaltern und dem Tragerkdrper vorgesehenen 
zentrierenden Formflachen ntfallt die Notwendigkeit der Nachjustierung d r 
ausgerichteten optischen Bauteile. Die gesamte konfokale Einheit ist in dem als 
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Block ausgebildeten Tragerkorper integriert. Der am Mikroskop vorhandene 
optische Anschlufi kann fur die konfokale Abbildung der Lasereinkopplung und 
Detektionspinhole eingesetzt warden. Die Aufnahmehalter fur die optischen 
Bautelle werden in konischen Aufnahmen des Tragerkorpers angeordnet, so dad 
ein Filterwechsel ohne Neujustage erfolgen kann. Die raumllch kompakte Anord- 
nung der optischen Bauteile auf dem steifen Tragerkorper sorgt fur Unempfind- 
lichkeit gegen mechanische Schwingungen des Probentisches. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand der Zeichnung naher eriautert. Diese 
zeigt in: 

Fig. 1 eine schematische perspektivlsche Ansicht des an einem aus- 

schnittsweise dargestellten Mikroskop angeordneten Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopiemodules; 

Fig. 2 eine Draufsichtansicht von oben auf das Modul nach Fig. 1; 

Fig. 3 eine Schnittanslcht gemars 1-1 nach Fig. 2; 

Fig. 4 eine Draufsichtansicht von unten auf einen Aufnahmehalter mit 

zwei Satzen von Filtereinrichtung und Strahlenteiler; und 

Fig. 5 eine Schnittansicht des Aufnahmehalters nach Fig. 4. 

WIe leicht aus Fig. 1 der Zeichnung ersichtlich, ist das Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskoplemodul 1 in der dargestellten Ausfuhrungsform an einem optischen 
Ausgang 2 eines ausschnittsweise dargestellten Mikroskopes 3 angeflanscht. 

Ein solches Mikroskop 3 besitzt regelmafiig einen solchen optischen Ausgang, 
an dem beispielsweise eine CCD Kamera oder eine Videokamera angeflanscht 
werden kann, urn das auf d m Objekttrager ange rdn te Prob volum n zu 
dokumentieren. Dieser Ausgang befindet sich vor der Bildebene des Zwischenbil- 
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des des Mikroskopes, also im Bereich der Abbildungsoptik des Mikroskopes, der 
uber das Okular beobachtet werden kann. 

Uber diesen Ausgang kann demnach Licht ausgekoppelt und infolgedessen auch 
in das Mikroskop eingekoppelt werden. Uber eine entsprechend dem Ausgang 2 
des Mikroskopes ausgebildete und am Modul 1 angeordnete Flanschverbindung 
kann das Modul 1 am Ausgang 2 befestigt werden. 

Fig. 2 der Zeichnung zeigt das Modul 1 in einer Draufsichtansicht von oben, 
wobei der Eriauterung halber der Anregungs- beziehungsweise Emissionsstrah- 
lengang ebenfalls dargestellt ist. 

Das in Fig. 1 dargestellte Modul 1 wird uber eine im Bereich der rechten Seiten- 
flache des Tragerkorpers 4 vorgesehene nicht naher dargestellte Flanschver- 
bindung an dem optischen Ausgang 2 des Mikroskopes 3 befestigt. 

An einem mit dem Bezugszeichen 5 bezeichneten AnschluR befindet sich eine 
Flanschverbindung 6, an der ein nicht naher dargestellter Lichtwellenleiter 
befestigt werden kann, uber den das von einem Laser stammende Anregungs- 
licht in das Modul 1 eingekoppelt werden kann. Es kann hierzu Anregungslicht 
einer oder mehrerer Wellenlangen verwendet werden, wobei letzteres bei- 
spielsweise dann von Vorteil ist, wenn sich im Probevolumen Molekule mit 
verschledenen Fluoreszenzfarbstoffen befinden. 

Das Bezugszeichen 7 zeigt auf den Strahlengang des eingekoppelten Laserlich- 
tes. Im Strahlengang 7 befindet sich ein Kollimator 8, um einen parallel gerichte- 
ten Strahlengang zu erzeugen. Der Durchmesser dieses Strahles bestimmt den 
Anteil der Apertur, der zur Beleuchtung der Probe im Probevolumen verwendet 
wird. Der Kollimator 8 ist daher auf die numerische Apertur der Faser des Licht- 
wellenleiters abgestimmt. 



Dem Kollimator 8 folgt eine Linsenanordnung 9 zur zum Pinhole 10 konfokalen 
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Ausrichtung des Strahlenganges (Fokus 1 0a des Anregungslichtes). Wie aus Fig. 
1 ersichtiich ist, ist die Linsenanordnung 9 uber schematisch dargestellte Eln- 
stellschrauben 1 1 , beisplelsweise Mikrometerschrauben einstellbar und kann 
zusatziich auch in der Richtung senkrecht zum Strahlengang verstellt werden, so 
daft eine Einstellbarkeit in alien drei Raumrichtungen gewahrleistet ist. 

Der so fokussierte Strahlengang trifft in der Folge auf einen frequenzselektiven 
Filter 12 zur Unterdruckung unerwunschter Wellenlangen im Spektrum des 
Anregungslichtes. Das Bezugszeichen 13 bezeichnet einen dichroltischen Strah- 
lenteiler, mit dem das Anregungslicht in Richtung des optischen Ausganges 2 
des Mikroskopes 3 abgelenkt wird. Inn Mikroskop 3 wird das Anregungslicht 
iiber eine Abbildungsoptik auf das Probevolumen gelenkt und regt die mIt Fluo- 
reszenzfarbstoff dotierten Molekule zur Fluoreszenz an. 

Uber die Abbildungsoptik des Mikroskopes wird die von dem Fluoreszenzeffekt 
bewirkte Emissionsstrahlung uber den optischen Ausgang 2 des Mikroskopes 3 
ausgekoppeit und in das Modul 1 eingekoppelt, wo sie uber den dichroltischen 
Strahlenteiler 13 und das Pinhole 10 in eine im Strahlengang hinter dem Pinhole 
10 angeordnete Optikeinheit 14 eintritt. 

Der Tragerkorper 4 nimmt naher in Fig. 4 und 5 dargestellte Aufnahmehalter 1 5 
auf, an denen die optischen Bauteile des Modules 1 angeordnet sind. Wie leicht 
aus Fig. 2 der Zeichnung ersichtiich ist, besitzt das Modul 1 in der dargestellten 
Ausfuhrungsform drei Aufnahmehalter 15. 

Einer der drei Aufnahmehalter 1 5 tragt den bereits beschriebenen Filter 1 2 und 
den Strahlenteiler 1 3, beflndet sich also im Strahlengang sowohl des Anregungs- 
lichtes als auch der Emissionsstrahlung, wahrend die beiden weiteren Aufnahme- 
halter 15 im Strahlengang der Emissionsstrahlung hinter dem Pinhole 10 an- 
geordnet sind. 



Die Optikeinheit 14 am Aufnahmehalter 15 besteht in der dargestellten Aus- 
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f uhrungsform aus einem dichroitischen Strahlenteiler 1 6 zur Auskoppelung einer 
ersten Nachweiswellenlange der Emissionsstrahlung und einem Filter 1 7 fur die 
Detektionswellenlange des ersten Kanales. Hierunter ist die von einem Detektor 
18 zu erfassende erste Wellenlange aus dem Emissionsspektrum zu verstehen. 
Vor dem Detektor 1 8 befindet sich in der dargestellten Ausfuhrungsform eine 
Linsenanordnung 19 zur Bundelung des Lichtes der ersten Wellenlange auf den 
empfindllchen Tell des Detektors 18. Bin Teil der Emissionsstrahlung passiert 
den dichroitischen Strahlenteiler 16 und trifft in der Folge auf einen Spiegel 20, 
der das Licht in Richtung auf einen zweiten Detektor 21 ablenkt, nachdem es 
durch einen Filter 22 und eine Linsenanordnung 23 hindurch getreten ist. 

Wie es ohne weiteres ersichtlich ist, sind an dem Tragerkorper 4 in der darge- 
stellten Ausfuhrungsform zwei Detektoren 18, 21 angeordnet und dement- 
sprechend zwei Optikeinheiten 14. Es ist aber moglich, die Zahl der im Strahlen- 
gang der Emissionsstrahlung liegenden Optikeinheiten 14 zu erhohen, beispiels- 
weise auf drei oder mehr Optikeinheiten, um verschiedene Farben der Emis- 
sionsstrahlung auswerten zu konnen. 

Fig. 3 der Zeichnung zeigt einen Schritt l-l nach Fig. 2, wobei in Fig. 3 der 
Vereinfachung halber die in der Schnittebene liegenden optischen Bauteile 
weggelassen worden sind. Wie es aber aus Fig. 3 deutlich hervorgeht, besitzt 
der Tragerkorper 4 zur Aufnahme der Aufnahmehalter 1 5 Vertiefungen 24 mit 
geneigten Seitenflachen 25, die zu Seitenflachen 26 (Fig. 5) der Aufnahmehalter 
15 komplementar ausgebildet sind, so dafS die die optischen Bauteile tragenden 
Aufnahmehalter 15 in die Vertiefungen 24 eingesetzt werden konnen und 
hierdurch eine definierte zentrierende Lage im Tragerkorper 4 einnehmen. Dies 
ist von erheblichen Vorteil, da nunmehr die verschiedene optische Bauteile, 
beispieisweise dichroitische Strahlenteiler und Filter fur verschiedene Wellenlan- 
gen des Anregungs- und/oder Emissionsspektrums tragenden Aufnahmehalter 1 5 
einfach ausgetauscht werden konnen, wobei ein in den Tragerkorper 4 einge- 
s tzter Aufnahmehalter 1 5 automatisch zum Strahl ngang ausg richtet wird und 
zwar aufgrund der komplementaren zentrierenden konischen Flachen d r Ver- 
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tiefungen 24 und der Aufnahmehalter 1 5. 
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Fig. 4 und 5 zeigen Optikeinheiten 14 beziehungsweise Aufnahmehalter 15 mit 
konischen Seitenflachen 26 und optischen Bauteilen. Am Aufnahmehalter 15 
sind in der dargestellten Ausfuhrungsform vier optische Bauteile angeordnet. 

Jeweils zwei der optischen Bauteile sind einander zugeordnet, namlich der Filter 
26 und der Strahlenteiler 27 beziehungsweise der Filter 28 und der Strahlenteiler 
29. Anstelle der Strahlenteiler konnen aber auch Spiegel vorgesehen sein, so 
dafl ein Aufnahmehalter 1 5 beispielsweise auch einen Strahlenteiler und einen 
Spiegel mit jeweils zugeordneten Flltern aufweisen kann. 

Durch einfaches Herausnehmen eines Aufnahmehalters 1 5 aus der Vertiefung 24 
des Tragerkorpers 4 und einer Drehung des heraus genommenen Aufnahmehal- 
ters 15 um 180° und das Wiedereinsetzen des gedrehten Aufnahmehalters 15 
in die Vertiefung 24 kann somit beispielsweise anstelle einer Kombination 
Filter/Strahlenteiler eine Kombination Filter/Spiegel oder auch eine einen anderen 
Frequenzbereich des Emissionsspektrums selektierende Kombination in den 
Strahlengang der Emissionsstrahlung eingesetzt werden, ohne daR eine neue 
Justierung erforderlich ware. Aufgrund der zentrierenden Formflachen sowohl 
am Aufnahmehalter als auch am Tragerkorper ist das Modul gegen am Proben- 
tisch auftretende Schwingungen unempfindlich, so daR eine hohe Reproduzier- 
barkeit der mit dem Modul gewonnenen Messergebnisse sichergestellt Ist. 

Das erfindungsgemafSe Modul kann einfach an einem inversen Mikroskop ange- 
flanscht werden. Durch die raumlich dicht gepackte Anordnung der Lichtquelle, 
namlich des Endes der Lichtleitfaser und des Pinholes beeintrachtigt eine thermi- 
sche Ausdehnung und eine Beiastung des Modules durch Schwingungen eine 
einmal hergestellte Justierung von Einkoppelung und Pinhole nicht, so daR eine 
dauernde neue Justierung entfallt. 

Das gesamte Modul weist nur eine geringe Zahl von einzelnen Bauteilen auf , und 
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der Tragerkorper kann kostengunstig hergestellt werden. Das Modul ermoglicht 
die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie auch solchen Benutzern, die uber ein 
entsprechendes Mikroskop und einen Laser verfugen. Die am Modul vorhande- 
nen Linsenanordnungen konnen iiber EInstellschrauben, beisplelsweise Mlkrome- 
terschrauben eingestellt werden. Da dies auch fur die Linsenanordnungen gilt, 
die die Emlssionsstralilung auf die Detektoren bundein, entfallt die Notwendig- 
keit der Anordnung der Detektoren auf einem x-y-Positioniertisch, wodurch ein 
konnpakter und stabiler Aufbau der gesamten Anordnung erzlelt wird. Die Filter 
und Strahlenteiler sowohl fur die Selektion der Anregungs- als auch Emissions- 
strahlung beflnden sich an Aufnahmehalter mit konischen zentrierenden Selten- 
flachen und konnen jeweils nnindestens zwei Kombinationen optischer Bauteile 
aus Filter/Strahienteiler beziehungsweise Filter/Spiegel aufnehnnen, so daS durch 
einfaches Herausnehmen und Einsetzen der Aufnahmehalter In den Tragerkorper 
unterschiedliche Spektralbereiche selektiert werden konnen. Die Konusflachen 
am Tragerkorper und an den Aufnahmehalter sorgen fur eine sehr gute Posi- 
tioniergenauigkeitderoptischen Bauteile. Ein mit dem erflndungsgemaBen Modul 
ausgestattetes Mikroskop kann fur Messreihen eingesetzt werden, ohne dali eine 
erneuerte Justierung vor jeder Messreihen notwendig ist. Im Strahlengang der 
Emissionsstrahlung konnen mehrere Optikeinheiten hinterelnander angeordnet 
werden, so daB mehrere Kanale gleichzeitig zur Auswertung zur Verfugung 
stehen. Zur hoch genauen Bestimmung von Diffusionskoeffizienten konnen zwei 
Kanale eingesetzt werden, so daft Probe und Standard gleichzeitig in einer 
Losung gemessen werden konnen. Hlerdurch beeinflussen Fehler das Ergebnis 
nicht, da sich ein solcher Fehler auf beide Kanale auswirkt. Die Verwendung 
zweler oder mehrerer Kanale durch zwei oder mehrere Optikeinheiten ermoglicht 
durch die damit zur Verfugung stehenden zwei oder mehreren Farbkanalen die 
Gewinnung von Informationen uber die gemeinsame Bewegung der Fluorophore 
uber eine Kreuzkorrelation, Durch die Auftellung des Emissionslichtes auf bel- 
spielsweise zwei Detektoren iiber zwei Optikeinheiten und die Kreuzkorrelation 
der Messwerte ist es moglich, den Einfluft der Totzeiten derartiger Detektoren zu 
uberwinden und auch sehr kieine Diffusionszeit n zu messen. 
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Hinsichtlich vorstehend im inzelnen nicht naher eriauterter Merkmale wird in 
ubrigen ausdrucklich auf die Anspruche und die Zelchnung verwiesen. 
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Patentansprtiche 

T. Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul zur Anordnung an einem opti- 
schen AnschluR (2) eines Mikroskopes (3) mit einem AnschiuB (5) zur Einkoppe- 
lung des Anregungslichtes und einer Pinholeanordnung (10), wobei der Ein- 
koppelungsanschluS und die Pinholeanordnung an einem gemeinsamen Trager- 
korper (4) angeordnet sind. 

2. Modul nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da(^ der optische AnschluB 
(2) des Mikroskopes ein optischer Eingang und/oder Ausgang ist. 

3. Modul nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dalS im Strahlen- 
gang nach dem EinkoppelungsanschluR (5) ein Kollimator (8) zur Erzeugung 
eines parallelen Lichtstrahles am Tragerkorper (4) angeordnet ist. 

4. Modul nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS im Strahlengang nach 
dem Kollimator (8) am Tragerkorper (4) eine einstellbare Linsenanordnung (9) zur 
zum Pinhole konfokalen Fokussierung des Strahlenganges vorgesehen ist. 

5. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafS im 
Strahlengang vor der Einkoppelung des Anregungslichtes in das Mikroskop (3) 
eine Filteranordnung (12) und ein dichroitischer Strahlenteiler (13) angeordnet 
ist. 

6. Modul nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dad die Filteranordnung 
(12) und der Strahlenteiler (13) auf einem gemeinsamen Aufnahmehalter (15) 
angeordnet sind, der in den Tragerkorper (4) entnehmbar einsetzbar ist. 

7. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi im 
Emissionsstrahlenganghinterdem Pinhole (10) mindestens eine Optikelnheit (1 4) 
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mit einem dichroitischen Strahlenteiler (16) und/oder einem Spiegel (20) vor- 
gesehen ist. 

8. Modul nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daS die mindestens eine 
Optikeinheit (14) an einem Aufnahnnehalter (15) angeordnet ist, der In den 
Tragerkorper (4) entnehmbar einsetzbar ist. 

9. Modul nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daft an der Optik- 
einheit (14) ein Filter (17, 22) zur Selektion der Detektionswellenlangen vor- 
gesehen ist. 

10. Modul nach einem der AnsprCiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daS im 
Emissionsstrahlengang vor einem Detektor (18, 21) eine Linsenanordnung (1 9, 
23) zur Fokussierung des Emissionlichtes auf den Detektor (18, 21) vorgesehen 
ist. 

11. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Tragerk5rper (4) zur Aufnahme der Aufnahmehalter (15) mit Formflachen 
(25) versehen ist, an denen die mit komplementaren Formflachen versehenen 
Aufnahmehalter (15) am Tragerkorper im Strahlengang ausgerichtet festlegbar 
sind. 

12. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, da(J 
der Tragerkorper (4) aus einem metallischen Werkstoff einstuckig ausgebildet ist 
und einen AnschluSflansch zur Anordnung des Tragerkorpers am AnschluB (2) 
des Mikroskopes (3) aufweist. 

13. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da(i 
der Tragerkorper mit Ausnehmungen (24) zur Aufnahme der Aufnahmehalter 
(15) ausgebildet ist, wobei die Ausnehmungen (24) geneigte Seitenflachen (25) 
zur ausgerichteten Aufnahme der Aufnahmehalter aufweisen. 
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1 4. Modul nach einem der Anspruche 1 bis 1 3, dadurch gekennzeichnet, dal^ die 
Auf nahmehalter mit mindestens zwei frequenzselektiven Filtereinrichtungen (26, 
28) versehen sind. 

15. Modul nacin einem Anspruclie 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dal^ ats 
Anregungslicht Laserlicht uber eine einmodale LIchtleitfaser eingekoppelt wird. 

16. Modul nach einem der Anspruche 3 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daS 
der KoUimator (8) auf die numerische Apertur der Lichtleitfaser abgestimmt ist. 

17. Modul nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet da(S 
durch die frequenzselektiven Filtereinrichtungen (26, 28) unterschiedliche 
Spektralbereiche der Anregungs- und/oder Emissionswelleniangen wahlbar sind. 

18. Mikroskop mIt einem Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul nach einem 
der vorhergehenden Anspruche. 

19. Verwendung des Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodules nach einem 
der Anspruche 1 bis 17 oder 18 zur Bestimmung von Diffusionskoeffizienten. 

20. Verwendung nach Anspruch 19 zur Bestimmung von Rotationsdiffusions- 
koeffizienten. 

21. Verwendung des Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodules nach einem 
der Anspruche 1 bis 1 7 oder 1 8 mit mindestens zwei Optikeinheiten zur Kreuz- 
korrelation der Signale der von den mindestens zwei Optikeinheiten frequenzse- 
lektierten unterschiedlichen Fluoreszenzemissionsspektren. 



wo 98/23944 



1/3 



PCT/DE97/02776 




wo 98/23944 



PCT/DE97/02776 



2/3 

1 p— — — — — — 




wo 98/23944 



3/3 



PCT/DE97/02776 




